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0 TNF-btndende Protelne. 

© Die vorliegende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie KJsliche Oder nichtlosBche Fragments daycA 
oTe TNF binL. in homogener Form, sowie deren physiloglsch ^agiichen •^tkSS^^ 
Proteine mit einem Motekulargewicht von etwa 55 Oder 75 WD (mchtreduziereno^ SDS^AGE ; Bed.ng^n). 
Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen Antikorper gegen solche Proteine. DNA-Sequeraeadje furnichtlo s!,- 
c4 Proteine sowie lOsliche Oder nichtlosiiche Fragmente davon, die TNF Wnden kodieren, wie aolche d.e fOr 
Proteine kodieren. die zum einen Teil aus einem Ziehen Fragment das TNF blndet und ^^^enTeilaus 
aJlen Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner '^^^'^^ 
und die davon kodierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mtttels transformierter pro- 
wie eukaryotischer Wirtszellen. 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faklor a (TNFa, auch Cachectin). auf Grund seiner haemoragisch-nekrotisierenden 
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt. und Lymphotoxin (TNFfi) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ran [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine, die im folgenden beide ate TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarberten 2 und 3]. TNF verfiigt Uber ein breites zellulaxes Wirkungsspektrum. Beispielsweise 

5 besitzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzelllinien [2.3], stimuliert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aktivitflt von myeloischen Zellen 
[4.5,6], induziert AdhSsionsmoiekOle in Endothelzetlen Oder Dbt eine inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7,8,9,10], inhibiert die Syrtthese von spezlfischen Enzymen In Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von HistokompaiibllitStsantlgenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden Ober eine Induktion von 

90 anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
Oder Inteiieukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist bei einer Reihe von Pathologischen Zustflnden, beispielsweise Schockzustfinden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwicklung von AutDimmun^lornenitorwphritis bei MSusen [18] Oder 
bei cerebraler Malaria bei MSusen [19] und beim Menschen [41] involviert. Qanz allgemein scheinen die 

js toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittett zu 6ein [20]. Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Reber ausloser [39]. Auf Grund der pieiotropen funktionelien Bgenschaften von TNF kann man annehmen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer 
Zustande als Mediator von Immunantwort Entzundung Oder anderen Prozessen beteiligt ist 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF Uber spezifische Rezeptoren vermWelt. wobei nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFo wie TNF0 an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zeiftypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radtoaktiv marklertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekuiargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 90 kD, 75 kD und 

25 54 kD [26]. 100*5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels anti-TNF-Antik5rper- 
Immunoaffinitatschromatographie und pra'parativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te em solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE- Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-BindeaktivHSt 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. die zu der Spaltung des Komplexes verwendet werden 

30 mussen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fuhren [31], ist letzteres auch nicht mSglich gewesen. Die 
Anreicherung von I6slichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels lonenaustauscher- 
Chromatographie und Gelfiltration (Molekuiargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et aJ. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-UgandenaffinitStschromatographie und HPLC aus Membran- 
35 extrakten von HL6f>Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparatfon. die wiederum als Antigenprfiparation zur 
Herstellung von monoklonalen AntikSrpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobiiisierten AntikSrpers (ImmunaffinitStschromatographie). wurde mittels TNFa-Ligandenaffini- 
tStschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte PrSparation von TNF-BP erhalten, die In der SDS-PAGE-Analyse eine starke breite 
40 Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so emattenen Proteinbanden war jedoch im HinbTtck auf die 
Heterogenic des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenla-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erftndung sind nichtiosliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und losliche oder nichtlSstiche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physiologisch vertrSgliche Seize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekuiargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charakteristert sind. tnsbesonders solche mit 

so etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Val-Prc-His-Leu^ly-Asp-Arg-Glu-L^^ 
X-Asn-Ser-lte 

(IB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys^lu^ly^lu-Leu-Glu^ly-Thr-Thr-Thr-Lys 
(IIA) Ser-Glr^Leu-GI^71v-Pro-Glu-Thr-Leu4^u^ 

2 
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(IIE) lle-X-Pro^lyPhe^lyVal-Ala-Tyr-Pro.Ala-Leo-6lu 

(IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

S5 x wr e,nen ^ ,nMaurere9t * 

nicht eindeutig bestimmt werden konnte. .-mirwta Tailseauenz charaktertsiert worden 

Gegenstand der vorilegenden Anmeldung vtrwmr « ^ die tolge nden HeJni- 

TNF-BP. Diese Vertahren sind dadurch chara^s.Ba da^a^rn^en«c J« niai8Chrwn6 . 
gungsschritte nacheinander ausfOhrt ^^^J^^^T^Lfi^B ROssig^ts- 
?ographie und/oder ein- Oder mehrfache iJjf^SSSS Die Komblna - 

chUatographie (HPLC) und P*^?^*^^^^ * Wr defl ^ *" 

ton der aus dem Stand der Techmk bekannte ' SSTmSSJiw^ der zu Ifisenden Aufgabe 
erfindungsgemassen VMM. ^iSngllch tOr die Anreicheumg von TNF- 

modifiz.ert und verbessert wurden. So 

BP aus humaner Placenta [31 } verwendete £"^ n,e ^T" 'SSephw. 4B-Vorsaule verwendet wur- 
nitatschromatographie-Schritt dadurch ^^^^ br ^JZes in Reihe mit der Immunaffinltats- 
de. Oiese VorsSule wurde zum Auftrag des Zafr ^ w ^ D ™^ aQ des Exfrawes wurden die beiden 
iu,e und gefolgt von der ffSE/E TSSiSZ Fraktionen wurden 

iuletztgenannten Saulen abgekoppelt. jede fur s.ch eiuwn unu « rjurchfUhrung des 

nochmals uber eine ^andenam^tssSuie gerem^ ^ 

Umkehrphasen-HPLC-Schrittes 1st d.e Verwendung f"™™^™n£ hm von Saugerzellen. aus denen 
Femer M auch ein technisches Vertahren ™*™£^°^^ZmJ Vertahren »ichnet 
TNF-BP isoliert werden k6nnen. ^^O^^^SSL ^Ssimserfordemisse der verwendeten 
8iC h dadurch aus, dass ein Medium welches % r ^ •J'J^ VToill In Belspiel 2 beschrlebenen 

ZelJsTumehr a, HMach hShere ZelKichfcn ^ D*h dte „, Pf0teine ond l08llche 

Zusatzlich dazu betriff, die ^eren DaTnter sind beispielsweise DNA-Sequen- 

- ^isst.dassvonder^^^ 

DNA-Sequenzen umfasst sind. (be s.ch durch We^^suDS^ wobei es sich bel den davon 

— J. sicf, durch eine sok*. De.eton 

bevorzugt ist wie Sequenzen. die fur mchtJBsli che w* ""JJ "J^ Protein-Fragment kodiert reicht von 
em DNA-Sequenz. die beispielsweise «r .in ^^^SS^S^ * Bsliche Protein. 
Nukteotid -186 bis 1122 der in ^ M ^Z^X^ ^» «* NuWe0M 
Fragmente kodieren. sind beisplelsweis^ ^che. «*• d ebenfall. DNA-Sequenzen. die fOr 

633 der in Abbildung 1 gezeigten ™ "J daroestetlte Partelle cONA-Sequenzen 
Protein von etwa 75^5 kD kodieren, wobe.solche.d«d» m Pigur »^ 
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enthalten, bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fall die Sequenzen des 
offenen Leserasters von Nukleotid 2 bis l'm. Die Peptide HA. IIC, HE. IIF, HQ und IIH werden von der 
partiellen cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert. wobei die geringfUgigen Abweichungen der experimentell 
bestimmten Amfnosauresequenzen von der von der cDNA abgeierteten Sequenz mit hfichster Wahrscheln- 
lichkeit auf der geringeren Auflfisung der Qasphasen-Sequenzterung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzen. die fur nichtiosliche wie I5slicne Fragmente von TNF-bindenden Proteinen mit einem scheinba- 
ren Molekulargewicht von 75 kQ/65 kD kodieren. DNA-Sequenzen ft)r solche Idallchen Fragmente Wnnen 
auf Grund der Hydrophiiieproflle der von den fOr solche nichtfcstichen TNF-BP kodlerenden NuklelnsSure- 
sequenzen abgeleiteten Aminosauresequenzen bestimmt werden. 

Die Erfindung betritft welterhin DNA-Sequenzen. die eine Kombination aus zwei TeiJ-DNA-Sequenzen 
umfassen, wobei die eine Teilsequenz fiir solche I5sltahen Fragmente von nlchtlflslicnen Proteinen. die TNF 
binden kodiert (s.o.) und die andere Teil-Sequenz. fOr alle Domfinen ausser der ersten Domfine der 
konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen, wie IgG. IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 
Die vorliegende Erfindung betrifft natOrfich auch die von solchen DNA-Sequenzen kodierten rekombin- 
anten Proteine. Selbstverstandlich sind dabei auch solche Proteine umfasst in deren Amlnosfiuresequen- 
zen. beispieisweise mittels gezietter Mutagenese. Aminosauren so ausgetauscht worden sind. dass dadurch 
die Aktivitat der TNF-BP oder deren Fragmente. nflmllch die Bindung von TNF oder die Wechsetwirkung 
mit anderen. an der SignaJUbertragung beteiligten Membrankomponenten, in einer gewOnschten Art verSn- 
dert oder erhalten wurden. Aminosaureaustausche in Proteinen und Peptkten, die im allgemeinen die 
Aktivitat solcher Motekule nicht ver3ndem. sind im Stand der Technik bekannt und beispieisweise von H. 
Neurath und R.L Hill in The Proteins" (Academic Press, New York, 1979. siehe besonders Figur 6. SeHe 
14) beschrieben. Die am hSufigsten vorkommenden Austeusche sind: Ala/Ser. Val/lle. Asp/Glu. Thr/Ser. 
AlaGly. Ala/Thr, Ser/Asn. Ala/VaJ, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro. Lys/Arg, Asp/Asn. Leu/lle. Leu/Va!. Ala/Glu, 
Asp/Gly. sowie solche in umgekehrter Welse. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Vektoren, die 
erfindungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeigneten pro- wie eukaryoti- 
schen Wirtssystemen geeignet sind. wobei solche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fuhrt Schliesslich betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transfbrmierte Pro- wie eukaryoUsche Wirtssy- 
steme. wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekomblnanten Verbindungen durch Kultivie- 
rung solcher Wirtssysteme und anschliessende Isolierung dieser Verbindungen aus den Wirtssystemen 
selbst oder deren KulturQberstanden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch pharmazeutlsche PrSparate, die wenigstens efnes 
dieser TNF-BP oder Fragmente davon. gewOnschtenfalls in Verbindung mit weheren pharmazeutisch 
wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxischen. Inerten, therapeutisch vertraglichen TrSgermaterialien 
enthalten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von Krenkheiten, bevorzugt solchen. in 
deren Veriauf TNF involviert ist. 

AusgangsmateriaJ fur die erfindungsgemSssen TNF-BP sind ganz afigemein Zeflen. die solche TNF-BP 
in membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne BeschrSnkungen allgemeM zugang- 
lich sind. wie beispieisweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240], U 937- [ATCC Nr. CRL 1593], SW 480- [ATCC Nr 
CCL 228] und HEp2-Zel!en [ATCC Nr. CCL 23]. Diese Zellen kdnnen nach bekannten Methoden des 
Standes der Technik [40] oder zum Erzielen hoher ZelkJichten nach dem bereits alfgemein und im Detail fOr 
HLSO-Zellen in Beisptel 2 beschriebenen Verfahren kultiviert werden. TNF-BP kdnnen dann nach bekannten 
Methoden des Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien. beispieisweise Triton X-114, 1-0-n- 
Octyl-B-r>glucopyranosid (Octylglucosid). oder 3-[(3-C>>olylarnidopropylHimelhylammorUoh1 -propan sulfo- 
nat (CHAPS). Im besonderen mittels Triton X-100. aus den aus dem Medium abzentrifugierten und 
gewaschenen Zelten extrahiert werden. Zum Nachweis solcher TNF-BP kSnnen die ObCcherweise verwen- 
deten Nachweismethoden fUr TNF-BP. beispieisweise eine Polyathytengtykol-induzlerte FSIIung des 125 
TNF/TNF-BP-Kompiexes [27], im besonderen Fllterbindungstests mft radioaktiv maridertem TNF gemass 
Beisptel 1. verwendet werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF-BP kfinnen die generell zur 
Reinigung von Proteinen, Insbesondere von Membranproteinen. verwendeten Methoden des Standee der 
Technik. wie beispieisweise torwnaustausch-C^romatogrephle. Ge {filtration. Affinftatschromeiographle. HPLC 
und SDS-PAGE verwendet werden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstellung erfirtfungsgemasser 
TNF-BP sind AJfinitatschromatographie. Insbesondere mit TNF-a als an die Festphase gebundenen Ugan- 
den und Immunaffinitatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die Button von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen, beispieisweise 
mittels Etektroelution nach Hunkapiiler et al. [34], wobei nach heutigem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Etektro-Dialysezeiten generell zu verdoppeln sind. Oanach noch verbteibende Spuren von 
SDS kfinnen dann gemSss Bosserhoff et a!. [50] entfemt werden. 

Die so gereinlgten TNF-BP kSnnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemle, wie beispielsweise N-terminale AminosSuresequenzierung Oder enrymatlsche wie chemische 
s Peptidspaftung charakterlsiert werden. Durch enzymalische Oder chemische Spaltung ertialtene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise HPLC. aufgetrennt und selbst wieder N-terminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binden. kSnnen mittels der obengenanrrten 
Nachweismethoden fur TNF-BP identifiziert werden und find ebenfaJls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. 

io Ausgehend von der so ernSltlfchen Ami rx>sa* uresequerizinf orm ation oder den in Rgur 1 wie Figur 4 
dargesteltten DNA- wie AminosSuresequenzen kBnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach Im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukieotide hergestellt werden [51]. 
Mittels dieser kfinnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42.43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Ktonen, die fOr TNF-BP kodierende Nukleinsflureaequenzen entharten. 

is abgesucht werden. Ausserdem kCnnen mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Fragmente 
kloniert werden, Indem von zwel auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnltten der AmlrtosSuresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und in ihrer Komplementarttat geeignete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifizlert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines derartigen 

20 Fragmentes ermoglicht eine unabhangige Bestimmung der AminosSure-Sequenz des Proteinfragments, fOr 
das es kodiert. Die mittels der PCR emSltlichen cDNA-Fragmente k&nnen ebenfaJls. wie bereits (Or die 
Oligonukieotide selbst beschrieben, nach bekannten Methoden 2um Autsuchen von fur TNF-BP kodierende 
NukleinsSuresequenzen enthaitenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche NukleinsSuresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42], Aufgrund 

26 der so bestimmten wie der fur bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen kdnnen solche 
Teilsequenzen. die fOr ISsliche TNF-BP-Fragmente kodieren. bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kSnnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression in Prokaryoten Integriert 

oo werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive BaMerien. wie beispielsweise E. coli Stamme. wte E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coll 
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin kfinnen erfmdungsgemSsse NukleinsSuresequenzen. die fur TNF-BP sowie fOr TNF-BP- 
Fragmente kodieren. in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wtrtszellen. 

35 wie beispielsweise Hefe. Insekten- und Saugerzellen. mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor fUr Saugerzellen enthSft ein effizientes PromotoretemenU urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fOr eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden k&nnen, sind 

40 "Enhancer", welche zu nochmals verstSrkter Transkription fUhren und Sequenzen, wetehe z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken k6nnen. Zur Expression von NukteinsSuresequenzen, denen das endc- 
gene fUr ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fehlt kSnnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geeignete Sequenzen, die fOr Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren. enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen, B.R. in Cell 46 . 973-962 (1966) beschriebene Vektor pU266 Oder auch bei 

45 Sharma, S. et a), in 'Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething. M.J., Cold Spring 
Harbor Lab. (1985). Sehen 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fur eine transients Expression einer bestimmten DNA-Sequenz In Saugerzel- 
len verwendet werden, enthalten den Replikatlonsursprung des SV40 Virus. In Zellen. die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zelten). werden dtese Vektoren stark vermehrt Bne vorObergehende Expres- 

50 sion ist aber nicht auf COS-Zellen beschrSnkt. Im Prinzip kann jede transfektierbare SSugerzenilnie hierfUr 
verwendet werden. Signale, die eine Starke Transkription bewirken k6nnen, sind z.B. die frOhen und spfiten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major immediate-early- Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es kBnnen aber auch Signale von zelluffiren Genen, wie z.B. die Promotoren des Aktin- 

ss und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Akemativ kfinnen aber auch stabile Zelllinien. die die spezffische DNA-Sequenz Im Genom 
(Chromosom) integriert haben. erhaHen werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit elnem 
selektierbaren Marker, z.B. Neomycin. Hygromycin. Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin- 



5 




EP 0 417 563 A2 



Guanir>-Phosphoribosyltransferase (hgpt) kotransfektiert Die stabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt werden. Bn geeigneter Selektionsmarker WerfOr 1st beispielsweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), welche kein intaktes dhfr-Gen entbalten, 
werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert Auf diese 
5 Weise kfinnen Zelllinlen erhalten werden. welche mehr ats tausend Kopien der gewOnschten DNA-Sequenz 
enthaiten. 

SSugerzellen, welche fUr die Expression verwendet werden kOnnen, sind z.B. Zellen der menschlichen 
Zelllinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowle 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zellen, Z.B. 
[ATCC CCL 148], (CHO)-Zellen [ATCC CCL 61 1 BHK [ATCC CCL 10>ZeWen sowle (fie CV 1 [ATCC CCL 

to 70]- und die COS-Zelllinien [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 1091 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia. Uppsala. Sweden]. pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia. Uppsala, Sweden]. Besortder bevorzugte Vektoren sind die in Beispiet 9 verwendeten Vektoren 
*pK19" und "pN123 - . Diese kbnnen aus den mit ihnen transformierten E. cofi-Stfimmen HB101(pK19) und 

; 5 HB101(pN123) nach bekannten Methoden isotiert werden [42]. Diese E. coB-StSmrne wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen QmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD unter DSM 5761 IQr HB101(pK19) und DMS 5764 fQr HB101(pN123) Wntertegt Zur Expression der 
Proteine, die aus einem IBslichen Fragment von nichtlfislichen TNF-BP und einem tmmunglobulinanteil. d.h. 
alien DomMnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eignen sich 

20 besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wte beispielsweise von German, C. In "DNA Cloning" [Vol. II., edt von 
Glover, D.M., IRL Press, Oxford, 1985] beschrfeben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD hinter- 
legten und in der EuropSischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315), pCD4-H 7 l (DSM 5314) und dCD4-Hy3 (DSM 5523). Besagte EuropSische Patentschritt wie die 

25 in Beispiel 1 1 angegebenen fiquivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezOglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von cNmSren Proteinen (siehe auch Beispiet 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fQr die Expression von sotehen chimtren Proteinen mit enderen Immungtobulin- 
anteilen. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hfingt vom gewfihrten Expressions- und 

30 Vektorsystem ab. Eine Uebersicht Qber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et el.. "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In "Methods In Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2. 1984, Walker. J.M., 
ed. Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA*. Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Upofectin: A highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 

35 Nat. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-System, welches schon fUr die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgrelch elngesetzt worden 1st (fOr eine Uebersicht siehe Lockow 
and Summers. Bio/Technology 6 . 47-55. 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine kBnnen 
authentisch Oder als FusionsproTeine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine kOnnen auch 

40 modifiziert. wie beispielsweise glykosyliert (Smith et al.. Proc. Nat Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408. 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus, der das gewGnschte Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenannten "Transfervektor". Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontroite eines starken Promoters. z.B. dem des Poryhedringens, 
enthalt wobei diese auf beiden Sefoen von viralen Sequenzen umgeben ist Besonders bevorzugtB Vektoren 

45 sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren "pNH3*. "pNH9" und B pN124\ Diese kBnnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coll-Stammen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stfimme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 fQr 
HB101{pNll3). DSM 5763 fOr HB!01(pN119) und DSM 5765 fOr HB10l(pN124) Wntertegt Der Transfervek- 

so tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovtrus In die Insektenzelten transfektiert Die In den 
Zellen durch homologe RekombinatJon entstehenden rekornbinanten Vtren kBnnen dann nach bekannten 
Methoden identffiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht Doer das Baculcvirus-Exprossionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nicht!5slichen Oder loslichen Fragmente kfinnen dann nach im Stand der 

65 Technik bekannten Methoden der Proteinchemie, wie beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse Oder den KulturUberstanden gereinigt werden. 

Die erfindurgsgemSss erhaltenen TNF-BP konnen auch als Arrtigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikSrpern nach bekannten Methoden der Technik [44,45] Oder gemass dem in Beispiet 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Solcho AntikSrper. insbesondere monoklonale Antikfirper 
gegen die 75 kD-TNF-8P-Spezies. sind ebenfaiis Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete AntikSrper kfinnen durch dem Fachmann gelaufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isollerung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemSsser TNF-BP fOr TNF (Kd-Werte In den Gr6s- 
senordnungen von 10" 9 - 1" 10 M) kSnnen diese Oder Fragmente davon aJs Diagnostic awn Nachwels von 
TNF in Serum oder anderen KfirperflUssigkeiten nach Im Stand der Technik bekannten Methoden, 
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpem in aogenannten 
■SandwicrT-Tests, eingesetzt werden. 

io Im Qbrigen kdnnen erfindungsgemSsse TNF-BP einereetta zur Reinlgung von TNF und andereraeits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonlsten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemSssen TNF-BP sowie deren physiologist* vertragHche Saize. die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden kOnnen. kOnnen auch zur Hersteilung von pharmazeuti- 

15 schen PrSparaten. vor altem soichen zur Behandlung von Krankheiten, be) deren Verlauf TNF mvolviert 1st. 
verwendet werden. Dazu kann eine Oder mehrere der genannten Verbindungen. falls wQnschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pha/mazeutisch aktiven Substanzen, mit den Qblteherweise verwen- 
deten festen Oder flOssigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbeltet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter BerOcksichtigung der Qblichen Kriterien in Analogie zu berelts verwendeten PrSpara- 

20 ten Shnlicher AktivftSt und Struktur erfolgen. t 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist solten die folgenden Beispiele 
Bnzelheiten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrSnkt 
wird. 



Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Fitertest mit humanem radio-Jodiertem ,28 hTNF nachgewiesen. TNF 
(46.47) wurde mit Na 12? I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und todo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie. Oud-Beijerland. Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radloaktiv maWert Zum Nachweis 

36 der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder Ihre soluWRsierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u. BioRad. Richmond, California. USA) aufgetra- 
gen. Die niter wurden dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend mit 
5M0 5 cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1 .0*1 0 s cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nlcht- 
markiertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem 7-Counter gezlhlt. Die spezifische 1 hTNF-er- 
Bindung wurde nach Korrektur fur unspezrfische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a Im 
Ueberschuss ermittelt Die spezifische TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobei ein Kd-Wert von -1<TM0- ,0 M ermittelt wurde. 



45 



Beispiel 2 



60 Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimenteliem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Uf. 074-01800], das noch 2 g/l NaHCOi und 5% fBtales KSIberserum enthlelt In 
einer 5% C0 2 -Atmosphare kultiviert und anschliessend zentrifugiert 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Dte 
Zuchtung wurde in einem 75 I Alrliftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 1 ArbeitsvoUimen durchgefUhrt 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK' (Millipore. Schweiz) mit einer Membrarrfttche 
von 0 32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf integriert Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603U. mit 5 l/imin. umgepumpt Nach einer Dampfsterilisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zellen aus einem 20 I Airiiftfermenter (Chemap) gestartet Die 
ZellzOchtung im Impffermerrter erfolgte im konventionellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabelle 

s 1 und einem StartzelWter von 2x10 s Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,8x10 s Zellen/ml in den 75 I Fermenter DberfUhrt Der pH-Wert wurde bef 7,1 und der p02 Wert bei 25% 
SSttigung gehalten. wobel der Sauerstoffelntrag durch elne mikroporOse Frttte erfolgte. Nach anfSnglicher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem ZelWter von 4X10 6 Zellen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Fittratseite der Membran wurde das kondrtionterte Medium 

io abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt Das Zulaufmedtum wurde wle folgt 
verstarkt: Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 I Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhfiht Nach 120 Stunden der kontinuieriichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zelhvachstum bis 40x10 s Zellen/ml. Die 

16 Verdopplungszeit der Zeltpopulation betrug bis 10x10 s Zellen/mt 20-22 Stunden und stieg dann mrt 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen lag wfihrend der gesamten 
Fermentations2eit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann Im Fermenter auf ca 12 # C herurrtergekUhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Model! J-6B, Rotor JS], 3000 rpm, 10 min., 4* C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



HL-60 Medium 
Komponenten 



CaCl 2 (wasserf rei) 
oo Ca(N0 3 ) 2 »4H 2 0 
CUS0 4 »5H 2 0 
Fe(N0 3 ) 3 »9H 2 0 
FeSO *7H O 

35 4 2 

KC1 
KN0 3 

MgCl (wasserf rei) 



Konzentrationen 

*<1/l 

112,644 
20 

0.498-10" 3 
0,02 
0,1668 
336.72 
0.0309 
11.444 



45 



SO 



55 



8 



EP 0 417 563 A2 



MgSC) (was serf rei) 
4 

NaCl 

Na^HPO^ (vasserf roi) 

NaH^PO, •YL^O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO ♦7H,0 
4 2 

D-Glucoce 

Glutathion (red.) 

Hepes-Puf f er 

Hypoxanthin 

LinolBSure 

Liponsaute 

Phenolrot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlor id 

Folsaure 

i-Inositol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

para-AminobenzoesSure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

.Thiamin HC1 

Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-AsparaginsSure 
L-Aspacagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspactat 



68.37 
5801,8 
188,408 
75 

9.6»10~ 3 
0.1726 

4000 

0.2 
2383.2 

0.954 

0.0X68 

0,042 
10,24 

0.0322 
88 

0,146 

0,04666 

2.546 

5.792 

2,86 
11.32 

2.6 

0,0074 
0.2 

2,4124 
0.2 

0.2876 

2.668 

0,2782 

11.78 
10 

14,362 
40 

92.6 
33.32 



9 



EP 0 417 563 A2 



L-Cystin 2HC1 


62.04 


L-Cystein HC1»H 2 <> 


7,024 


L-GlutaminsSure 


36.94 


L-Glutaoin 


730 


L-Glycin 


21.5 


L-Histidin 


3 


L-Hi8tidin HC1»H 2 0 


27.392 


L-Hydroxypyrolin 


4 


L-Isoleucin 


73.788 


L-Leucin 


75.62 


L-Lysin HC1 


102.9 


L-Methionin 


21. 696 


L-Phenylalanin 


43.592 


L-Prolin 


26.9 


L-Ser in 


31.3 


L-Threonin 


53 


L-Tryptophan 


11.008 


L-Tyrosin*2Na 


69.76 


L-Valin 


62.74 



Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 

Insulin (human) 5 vG/ml 

Tranferrin (human) 15 xiq/ml 

Rinderserumalbumin 67 ug/ml 
Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY. USA) 0,25t 
Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg. BRD) 0.01* 

FStales KSlberserum 0.3-3% 



Das Zentrifugat wurde mrt isotooem Phosphatpuffer (PBS; 0.2 g/l KCI, 02 g/l KH 2 P04. 8.0 g/l Nad, 2.16 
g/l NaaHPO* • 7H2O), der mit 5% Dimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/mt Aprotinin. 10 uM 
Leupeptin, 1 uM Pepstatin. 1 mM o-Phenanthrolin, 6 mM Jodacetamtd. 1 mM Phenylmethylsutfonylfiuorld 
vereetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet). gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bel elner 
Dichte von 2,5* 10* Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Errikonzentration 1,0%) extrahiert Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrifugation geklart (15 000 x g, 1 Stunde; 100'000 x g. 1 Stunde). 



Beisptel 3 
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Herstellung von monoklonaien (TNF-BP)-Ant)k5rpern 

Ein gemSss Beispiel 2 erhaltener ZentrifugationsOberstend aus Kullivierung von HL60-Zellen Im 
experimentellen Labormasstab wurde Im VerhSltnis 1:10 mit PBS verdOnnt Der verdQnnte Ueberstand 

5 wurde bei 4*C auf eine Saule aufgetragen (Flussrate: 0.2 ml/min.}. die 2 ml Affigel 10 enthielt {Bio Had 
Katalog Nr. 153-6099). an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-o [Pennies, D. et al. (1984) Nature 312 . 
724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 313 , 803; Wang, A.M. et at. (1985) Science 228 , 149] gem&ss den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt worden war. Die Sfiute wurde bei 4* C und elner Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS, das 0.1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

10 So angereJcnertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Flussrate von 2 ml/mln mit 4 ml 100 mM Glycin. pH 
2.8. 0.1% Decylmartosid ehiert Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Bnheit [Amicon] auf 10 ul 
konzentrtert 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans 2u einer Emulsion 
gemischt. Je 10 ul der Emulsion wurden gemSss dem von Holmdahl, R. et al. [(1985). J. Immunol. Methods 
is 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotielerten 
Balb/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maua getfitet der popliteale lymphknoten herausgenommen. 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/l NaHCOa enthielt, durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert GemSss elnem modifizierten Verfahren von De StGroth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980), 35 , 1] wurden SxlO 7 Zellen des lymphknotens mit 5x10* PAI Maus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 217. Mai 1982, 155-157). die sich in togarithmi- 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemischt. durch Zentrifugation gesammert und 
durch leichtes SchUtteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen SchCittelns verdunnt. Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM ♦ 20% fStales 
Kiilberserum, Glutamin (2.0 mM). 2-Mercaptoethanol (100 uM). 100 uM Hypoxanthine. 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekufturschalen. die 
jeweils 96 Vertiefungen enthieKen, vertettt und ohne Wechsel des Mediums bei 37 C in einer AtmosphSre 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

30 Die Antikorper 2eichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirtcung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Fiitertest gemSss Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP>-Anto'k5rpern wurde folgendermassen verfahren: 5x10* HL60 Oder U937-Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinrtatsgereinigten monoklonaien antHTNF- 
BP)*Antik6rpern oder KontrollantikSrpem (d.h. soichen. die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mtt 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusSitzlich 0.1% Natriumazid und ias hTNFa (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFo (s.o.) enthielt, resuspendiert Die spezrflsche 
RadloaktMtat des ,25 I-TNF« betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4 C Inkubiert, 

40 gesammelt und 4 mal mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fiuka) enthielt bei 0 C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivitat wurde in einem -rSdntillations-zahler Qemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antik6rpem behandett worden waren. bestimmt (ungefShr 10 000 cpm/SxIO 6 Zellen). 

4$ 

Beispiel 4 



50 Affinitatschromatographie 

FQr die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemSss Beispiel 3 erhaltener monoWonaler «nti-(55 kD 
TNFBP)-Antik5rper (2.8 mg/ml Gel). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rinderserumaibumln (BSA. 8.5 mg/ml Gel) 
gemass den Vorschrtften des Herstellers kovalent an CNBr-aktrvierte Sepharose 48 (Pharmacia Uppsala, 
55 Schweden) gekoppelt Der gemass Beispiel 2 erhattene Zellextrakt wurde Ober die so hergestellten und m 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteien SSuten geteitet BSA-Sepharose-Vorsaute. Immunaffi- 
nita'tssSule (Anti-(55 kD-W-BP)- Antikorper], TNFa-Ugand-AffinitStssaule. Nach vollstandigem Auttrag wur- 
den die beiden letztgenannten Saulen abgetrennt und etnzeln fOr sich mit Je 100 ml der folgenden 
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PufferlBsungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamldin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI. 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch die TNFa-Ugand- 
AffinitStssaule wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCI, 0.2% Decylmaltoside. 10 mM 
Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fOr sich eluiert Die im Rltertest gemSss Beispiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit 1 M Tris pH 8,0 neutraDsiert 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen der Immun-Affinrtfitschfornatographie einenseits und der 
TNFa-Ugand-AmnitStschrornatograpriie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmaJs auf je eine 
kleine TNFa-Ugand-Affinitatssaule aufgetregen. Danach wurden diese beJden Sfiulen mit ie 40 ml von (1) 
PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamldin. 100 E/ml Aprotinin, {2) PBS, 0,1% Triton X-100. 0 f 5M NaCI, 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS, 0,1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCI. 1.0% NP-40. 1,0% Desoxycholat 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die SSulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0.2% Decytmaltosid eluiert 
Fraktionen von 0,5 ml von Jeder SSule wurden fOr sich gesammeft und die gemSss Rltertest (Belspiel 1) 
aktiven Fraktionen von jeder SSule jeweile fOr sich vereint und In einer Centricorv-Bnheit (Amicon. 
Molekulargewichts-Ausschluss 10*000) aufkonzentriert 



Beispiel 5 



Auftrennung mittels HPLC 

Die gemSss Beispiel 4 erhattenen aktiven Fraktionen wurden gemSss Ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-ArfinrtStschromatographie) Jeweils fOr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-SSulen 
(ProRPC. Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0.1% TrifluoresslgsSure. 0.1% Octylgiucosld equllibrlert worden 
waren. aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen Acetonltrii-Gradierrten (0-80%) Im gletchen 
Puffer bei einem Fiuss von 0.5 ml/mm eluiert Fraktionen von 1,0 ml wurden von Jeder SSute gesammelt 
und die aktiven Fraktionen von jeder SSule fur sich vereint (Nachweis gemSss Beispiel 1). 



Beispiel 6 



Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemSss Beispiel 5 erhattenen und gemSss Rltertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
SDS-PAGE gemSss [34] weiter aufgetrennt Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wShrend 3 
Minuten auf 95 "C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der schelnbaren Molekulargewlchte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine vemendet Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66.2 kD). Ovalbumin (42,7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 kD) und Lysozym 
(14,4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden Kir Proben. die gemSss Beispiel 4 dutch TNrSrUgandenaf- 
finitStschromatographie von ImmuriaffinitStschromatographieeluaten emalten und durch HPLC gemSss Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren. zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwSchere Banden 
von38kD. 36kDund34kD erhaften. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BtoRad. 
Richmond/ Cafifomia. USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris. 182 mM Glycin. 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (tmmobllon. MilBpore. Bedford, Mass. USA) transferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Serva. Heidelberg. BRD) m 
Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefSrbt Oder mit entfettetem Milchpulver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-AktMtfit mit '»l-TNFo gemSss den In 
Beispiel 1 beschriebenen RltertestbedlngunQen inkublert Dabel zeigte sich, dass aJle In der ProteinfSrbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNFo banden. Alls diese Banden banden Im Western Blot 
nach Towbin et al. 138] auch den gemSss Beispiel 3 hergesteltten monoWonalen AnU-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabei wurde ein gemSss dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mit Na 125 I radioaktiv 
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markierter. affmitStegereinigter (Mausimmungtobulin-Sepharose-4B-Affinltfitssfiute) Kaninchen-anti-Maus- 
ImmunoglobuKn-Antikorper zum autoradiographischen Nachweis dieses AntikOrpers eingeselzt 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TNFnr-Ugandenaffinltfitschromatographie des Durch- 
laufs der Immunaffinitatschromatographie erhalten und durch HPLC gemfiss Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE* und Btottransfer-Bedingungen zwei 
zusStzliche Banden von 75 kD und 65 kD. die beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemass Towbin et al. (sx>.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mlt dem 
gemass Beispiel 3 hergesteilten anti-(55 kD TNF-BP)-Antik(Srper. Sie reagierten allercfings mit einem 
monoklonalen Antikorper, der eusgehend von der 75 kf>Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antik6rper) gemfiss 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

15 

AminosSuresequenzanalyse 

Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhaltenen und gemSss Filtertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenden, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt Es wurden die gleichen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gefunden, die ailerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD hfihere Molekulargewlchte 2eigten. Diese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Obertragen und mit 0.15% 35 Serva-Blau in 

25 Metnanol/Wasser/Eisessig (50740/10 Volumenteite) wahrend 1 Minute gefarbt mit Methanol/Wasser/Bsesslg 
(45/48^7 Volumenteile) entfSrbt. mit Wasser gesputt, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtii- 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt. Urn zusStzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

w und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1966) in 'Methods of Protein Microcharacterisation". J.E. Shively. 
ed.. Humana Press. Clifton NJ. 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation\ 165-166, op.cit). Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchetnie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Modell 470A. ABI, Foster City, 

36 Calif., USA) mit einem on-line nachgeschaJteten automatisierten HPLC PTH-AminosSureanalysator (Applied 
Biosystems Modell 120, ABI s.o.) sequenziert wobei die folgenden AminosSuresequen2en bestimmt 
wurden: 

1., FUr die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Uu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-^ 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-G»y-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fOr einen AmlnosSurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 
2., FUr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-Gry-AsP-Arg-Glu 

3.. Fur die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzterung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermitteft Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurde fur die 65 kD- 
Bande die foigende Sequenz abgeieitet 
so lau-Pro-AlerGlr^Val-Ala-P^ 

wobei X fOr einen Aminosaurerest steht der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
lle-X-Prc-Gly-Phe-Gfy-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

65 Ser«GlrHL^-Gli>-Thr-Pro-Glu-Thr-U^ 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn^lrvPro^lrv-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gty-Glu-AIa 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
und 

6 Vai-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-<3ln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fur einen AminosSurerest steht der nicht bestimmt warden konnte. 



75 Bestimmung von Basen-Sequenzen von komptementSrer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemSss Forme! IA wurden unter BerfJcksichtigung des 
genetischen Codes zu den AminosSureresten 2-7 und 17-23 entsprechende. vollstandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementaritat synthetisiert (-sense" and 'antisense" Oligonucleotide). 

20 Totale zellulare RNA wurde aus HLBO-Zellen isoliert [42, 43], und der erste cDNA-Strang durch Oligo-dT- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucteotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham, Amersham. England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense* und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR. Perkin Bmer Cetus. Norwalk. CT, USA gem&ss Anleitung des 

25 Herstellers) dazu verwendet, die fOr die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet 5- 
AG6GAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3. Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet, urn nach 
bekannten Verfahren einen fOr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Won In einer xgt11-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu Identffizleren (42,43). Dieser Won wurde dann nach Obllchen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUCl9 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 Bacteriophages (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die NuWeotidsequenz dieses cDNA-Wons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical. Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt Die NuWeotidsequenz 
und die daraus abgeleitete AminosSuresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (AminosSure "-2B" bis Aminosfiure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Oblichen 
Abkiirzungen fur Basen wie Amino sauren dargestellt Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 Aminosfiuren enthaltende N-terminate wie 220 
Aminosaure enthaltende Oterminale Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosfiuren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosylierungsstellen sind in Rgur 1 durch Steme Ober der •ntsprechenden Aminosfiure 
gekennzeichnet 

Im WesentJichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren, wobei allerdings In dlesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid HA abgeleiteten vollstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense* und "antisense" Oligonu- 

45 cleotide verwendet wurden, urn eine primSre, 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Keltenreaktlon 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNArBibliothek cDNA-Klone 
von verschiedener Lange zu identifizieren. Diese cDNA-Bibfiothek wurde mittels isdierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestellt, wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so fDhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von TCC* kodiert wird. 
stehen. 
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FOr die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid "pN11- tonstnjtert 
Das Plasmid "PN11- enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des •major immediate-early" Qens 
des menschlichen Cytomegalovirus fHCMV; Boshart et al.. Cell 41_ . 521-530. 1985) Hinter dem Promo or 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, wefche mehrere Restriktionsschnittstellen enthSIt d.e nur elnmal im 
Plasmid vorkommen ("Polylinker"). u.a. die Schnittstellen fOr Hindlll. Ball. BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

PVTlII 

5 ' -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ' 
3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 

Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drel Translations-Stopcodons in alien drei iBserastern. Hinter der 
Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenylierunflssianal des Prapro.nsul.nger* der 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558. 1079). Das Plasmid enthalt femer ^J**^^*™* 2 
SV40 Virus sowie ein Fragrant aus pBR322. das E. cofi-Bakterien Ampiciinn-Resisteru vertaht und d.e 
Replikation des Plasmids in E. coli ermoglicht d— ww^«e 

Zur Konstruktion des Expresslonsvektors "pN123" wurde dieses Plasm.d 'pN11- mrt der Restnktons- 
endonuklease Pvull gesehnitten und anschliessend mit alkali scher Phosphatase behandeft. &f <^° s P ho ; 
ry.ierte Vektor wurde danach aus elnem Agarosege. isoliert (V1). Die 5 -OberhangenderH ^ukteotde des 
EcoRI-geschnittenen 1 .3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Be.sp.el 8) wurden mrt H.lfe von 
Klenow-Enzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agaresegel *ol.ert (F1) 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Ugase mlteinander verbunden. E. coli HB101-Zellen wurden dann m.t 
diesem Ligierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert Mit Wife von f^ 0 "^"" 
und DNA-Sequeruierung nach bekannten Methoden [421 wurden Transformanten *e m rt e.nem 

Ptosmid transformiert worden waren. welches das 1.3kb EcoRI-Fragment der 55 d " 
fOr die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orlentierung enthielt tteser Vektor erh.elt d.e 

^zTSrSdes Vektors " P K19" wurde fokjendermassen verfah ren Ein I "J^^^E**? 
nur die fOr ben extrazeilularen Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enMIt ^^.S^IS 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten <Sa,ki et* Science 230 135£ 354 1985 
siehe auch Beispiel B). Die fokjenden Oligonukleotide wurden. um die fOr den extrazellularen Te.l des 55 kD 
TNF-BP codierendB cDNA aus "pN123" zu amplifizieren. verwendet: 

BAMHI 

1 -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 ' 

ASP718 

3 • -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATQGCCC-5 ' 



Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation ^.j"™***}* 
« eingefuhrt. Das so amp.ifizierte DNA-Fragment wurde mrt BamHI und AspTI 8 gutter* d» hterbe. 
entetandenen Oberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow^nzyrns aufgefullt und dttses Ragmert an- 
schHessend aus einem Agarosege. isofiert (F2). F2 wurde dann mit V1 Bglert und der o*aamte AnsaU zur 
Transformation von E. coli HB101. wie bereits beschriebene verwendet Tr^formanten. *e mK e,nern 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment In der fUr die *" 
» HWV-Promotor korrekten OrientSerung entWetten. wurden mittels DNA-Sequenz,erung (s.o.) irjentitoert 

Das daraus isolierte Plasmid erhlelt die Bezeichnung "pK19". _ _ . ar . 

Transfektion der COS-Ze.ten mrt den Plasmiden -pNl23- Oder ^18- ^ "^^ST^ 
ai. veroflentlichten Upofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA84 

Stunden nach erfolgter Transfektion wurdan die mit 'PN123' transtaerten ^ ,ten < ^^ nto " **Jj 
" den mit 12S l-TNFo auf Bindung analyslert Das Resultat der Scatchard-Anaiyse [Scatehard. G.. Ann N Y. 
2ad Sci 51 «Tl9491 der so erhaltenen Blndungsdaten (Figur 2A) 1st in Rgur 2B dargesteltt Die 

mrt -PK19- transfer ZeHen wurden In einem -Sandwich'-Test 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech. Arlington. VA. USA) mit 100 ul/Ux* ernes Kanmchen-ant^Maus 
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Immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensbiBsiert. Anschliessend wurde die Platte gewaschen und mlt einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antikorper. der gemSss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert Inkubiert (3 Stunden. 20 *C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nacht bel 4* C mlt 100 u I/Loch der KutturQberstande (1:4 verdQnnt 

6 mit 1% entfetteter Milchpulver enthaitendem Puffer A: 50 mM Tris/HCi pH 7.4, 140 mM Nad, 5 mM EOTA. 
0,02% Na-Azid) Inkubiert Die Platte wurde entieert und mit 12S MTNFa enthaitendem Puffer A (10* cpm/ml. 
100 uULoch) mH oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wShrend 2 Stunden bei 4*C inkubiert 
Danach wurde die Platte 4 maJ mit PBS gewaschen, die einzelnen Lficher wurden ausgeschnitten und in 
einem y-Zahter gemessen. Die Resuitate von 5 parallel6P. Transfektionen (Sfiuten # 2. 3. 4, 6 und 7). von 

10 zwei Kontrol l-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (SSulen # 1. 5) und von einer Kontrolle mit HLBO-Zell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Figur 3 dargestsllt 



Beispiel 10 

is 



Expression in Insektenzellen 

ao FUr die Expression in einem Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Piasmid "pVL941" 
(Luckow und Summers. 1989, 'High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Polyhidrosis virus Expression Vectors", Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelle in "pVL941" entfernt 
indem das Piasmid mit EcoRI geschnitten und die Oberstehenden s'-Enden mit KJenow-Enzym aufgefUllt 

25 wurden. Das hieraus erhaltene Piasmid pVL94l/E- wurde mit Bam HI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert 

BamHI EcoRI Asp718 
30 5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

35 E. coli HB101 wurde mit dem Ugierungsansatz transformiert und Transformanten, die ein Piasmid 
enthielten, in welches das Oligonukleotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktkxisanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Piasmid wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Piasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten. mit alkaiischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 

^ aus einem Agarosegel isoliert Das wie oben mit EcoRI geschnrttene 1 ,3 kb-Fragmerrt der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 Bgiert Mit diesem Ugierungsansatz erhaltene Transformanten, die ein 
Piasmid enthielten. welches das cDNA-lnsert In der korrekten Orientierung fQr die Expression Uber den 
Polyhedrinpromotor enthielten, wurden Identifiziert (s.o.). Der daraus isoliert© Vektor erhiett die Bezeichnung 
"PN113". 

^ Zur Konstruktion des Transfervektors "pN119" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRI/EcoRl-Fragment der 55 kD TNF-BP cDNA in dem "pUC19"-Plasmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Banl verdaut und mH dem folgenden synthetischen Oligonukleotid Bgiert 

Banl Asp718 
w 5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 • 

3» - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 

Mit dem obigen Adaptor werden zwel Stopcodons der Translation hlnter AmtnosSum 182 und aine 
55 Schnittstelle fUr die Restrtktionsendonuktease Asp718 eingebaut Nach erfoJgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp7l8 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp7!8 und EcoRI geschnrttene Piasmid "pNR704* mH F3 Bgiert und der Ugierungsansatz in 
E. coli HB101 transformiert. Die Identifikation der Transformanten, welche ein Piasmid enthielten, in das die 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fOr die Expres sion integriert worden war. erfotgte wie bererts 
bescnrieben. Das aus diesen Transformanten isollerte Piasmid erhielt den Namen B pN119". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24* wurde folgendermassen vorgegangen. Das in Beisptel 9 
beschriebene. fOr den extrazellulfiren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 
angegebenen Oligonukleotiden mit Hitfe der PCR-Technotogie, wie in Beispie! 9 beschriebene amplifiziert 
Dieses Fragment wurde mlt Bam HI und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegei IsoBert (F4). Das 
Piasmid "pNR704" wurde ebenfalls mrt BamHI und Asp718 geschnttten und der Vektonrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coll HB101 damlt transformlert und der 
recombinants Transfervektor "pNl24" wurde, wie beschrieben. WentrfizJert und Isofiert 

Zur Transfektion der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
•pNU3" wurden mit 1 ug DNA des Autographa caiifornica-NuWeaf-poryhedrosi (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert Potyhedrin negative Viren wurden identrfizJert und aus 
•Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie In [52] 
beschriebene infiziert. Nach 3 Tagen in Kultur wurden die Infizierten Zellen auf Bindung von TNF mittels 
125 l-TNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mlt elner Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schaJe abgewaschen und bei einer ZelkJichte von 5x10* Zellen/ml Kulturmedlum [52]. das 10 ng/ml '»l- 
TNF-a errthiett, sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarWertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Bs inkubiert Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedlum gewaschen und die 
zellgebundene RadioaktivltSt in einem r Zfihler gezShtt (siehe Tabelle 2). 
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Tabelle 2 




25 


Zellen 


Zellgebundene 
RadioaktivitSt pro 10 6 
Zellen 




nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 


60 cpm 




infizierte Zellen 


1600 4 330 cpm 1) 


30 


11 Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 


35 


Beisplel 11 





Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfehren wurde das fOr den extrazellulfiren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment. nun jedoch mit den folgenden Oligonukleotiden ais Primer, in 
40 einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert 

Oliyonukleotid 1: 



45 



Sst I 

S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 • 



so 



OligonuKleotid 2: 



55 



Set I 

5' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 1 



Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCCM-H^Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung 
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90107393.2; Japanische PatentanmeHung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] liglert. 
aus dem die CD4<DNA Ober die Sst l-Restriktions-Schnittstellen herausgenommen worden war. Sstl- 
Schnittstelien befinden sich In dem Vektor pCD4-H73 so wool vor wie In dem CD4-TeilsequenzstQck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protoplastenfusion nach Oi et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 
825-829. 1983) in J558-Myelomzellen (ATCC Nr. TIB6) transfiziert Transfektanten wurden durch Zugabe 
von 5 up/ml MycophenolsSure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1886D in das Grundmedium (Dulbecco's modfflziertes Eagle's Medium, 10% to' tales Kfilberserum, 5 x 
lO^M 2-Mercaptoethanol) setektioniert. Das von den transfizterten Zelten eekretierte Expressionsprodukt 
konnte mittels Oblieher Methoden der Proteinchemle, *.B. TNF-BP-Antik6rper-Affiriitatsc^ 
gereinigt werden. Falls nicht bereta spezifisch angegeben, wurden zur KultMerung der verwendeten 
Zelllinien, zum Kionieren, Selektionieren bzw. zur Expansion der klonlerten Zellen Standardverfahren, wle 
z.B. von Freshney. R.I. in •Culture of Animal Cells", Alan R. Uss, Inc., New York (1983) beschrieben, 
verwertdet 
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AnsprUche 

40 

1. Nichtlosliche Proteine und Wsliche oder nicht!5sliche Fragmente davon. die TNF binden. in nomogener 
Form, sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1, die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nicritreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charaktarisiert sind. 

45 3. Verbindungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden AminosSurese- 
quercen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg/^ 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro^lu-Lys-Glu-Gry^lu-Leu^(u-Gly-TI»r-Thr-Thr-Lys; 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Pr^X-Pro-Tyr^^ 

Ite-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu^lu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-U^ 

Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Aia-Gly-Glu-Ala; 

5$ Leu-Cys-Ala-Pro; 

VaKPro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 
Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fUr einen nicht bestimmten Amlnos^urerest steht. 
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4. DNA-Sequenzen, die ffUr nichtlSsliche Proteine oder Idsftehe wie nichtl5sliche Fragmente davon. die TNF 
binden, kodieren, wobei soiche DNA-Sequenzen aus den foigenden auswShlbar sind: 

(a) DNA-Sequenzen, wie sie in Figur 1 Oder Rgur 4 dargestelK sind. wie deren komplementfiren Strange, 
oder soiche, die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybrkfisieren; 
(c) DNA-Sequenzen. die auf Grund der Entartung des genetlschen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definlerte hybrtdlsieren, aber die fQr Polypeptide mlt genau gtelcher AminosSuresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4, die eine Kombination aus zwel TeH-DNA-Sequenzen umfassen, 
10 wobei die eine Teilsequenz fUr Wsliche Fragmente von ntentlSsltehen Protelnen, die TNF bfnden kodiert 

und die andere Teii-Sequenz, fOr alle DomSnen ausser der ersten DomSne der konstanten Region der 
achweren Kette von humaoen Immunglobufinen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5. wobei besagte humane Immunglobuline IgM bzw. soiche der 
Klasse IgG sind. 

15 7. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 6. wobei besagte humane Immunglobuline soiche vom Typ Igl bzw. 

Ig3 sind. 

8. Von DNA-Sequenzen gemSss eirvem der AnsprQche 4-7 kodierte rekombinante Proteine, wie allelische 
Varianten, oder Deletions-. Substitutions- Oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprQche 4-7 enthalten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen WirtssystBmen geelg- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemSss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10, wobei diese SSuger- oder Insektenzellen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemSss einem der AnsprUche 1-3 Oder 8 gerichtete AntikBrper. 

13. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net dass man im wesentlichen die foigenden Reinigungsschritte nacheinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zcltextraktes, Immunaffinitatschromatographie und/oder ein- oder mehrfache UgandenaffinitStschromatDgra- 
phie. HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewunschte die so isolierten Verbindungen chernisch oder 

30 enzymatisch spattet und/oder in geeignete Salze Uberfuhrt 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemSss Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet ist, 
dass man ein wie in Anspruch 10 Oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium soiche Verbindungen isoliert 

15. Pharmazeutische PrSparate. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8, gewOnschtenfails In Kombination mit weKeren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutfsch vertrSgRchen TrSgermaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische PrSparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF Involviert 1st, wobei soiche 
PrSparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemSss einem der 

40 Anspruche 1-3 oder 8. gewQnschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertrSglichen TrSgermaterialien enthalten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

18. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
45 ten, bei denen TNF involviert ist 

19. Eine wie in einem der AnsprQche 1-3 Oder 8 beanspruchtB Verbindung wann Immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 Oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist 
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Fiour 1 



- 1 8 5 GAATTCGGGGGGGTTOAGATCA^ 
-125 CCCTCAACTGTCACCCCAAGGCACTTG^ 
-65 COtf*^TGCCGCTGCCACACTG^ 

•2 8 • * • • • • 

-30 MetGlyl^uSerThrValProAspI^ 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCT 

. • • +1 • • • 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHlsIauGlyAspArgGlu 
55 TTGGTGGGAAIATACCCCTCAGGGGTl^TTGGACTGGT^^ 

*** 

• • ♦ • • • 
1 0 LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHisProGlnAsnAsnSerlleCys 

115 AAGAGAGAIAGTGTGTGTCCCCAA^ 

• • • • • • 
30 C^sThrLysCysHisLysGlyThrTyrl^uTyrAsi^ 

175 TGTACCAAGTGCCACJJU^AACCTJO^ 

5 0 ThrAspCy s^gGluCysGliiSerGlySerPheThrAlaSerGluAsnHisI^xaArgHis 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTC^ 

• . • • • • 
70 CysLeuSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 

295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAW&AAATGGGT 

• • • • • * 
90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGinTyrArgHisTyrTrpSarGlu 

355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCA^^ 

*** # 
110 ;^nI*uPheGlnCysPheAsnCysSerI*uCy$Leu^ 
415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGC 

130 GlnGluLysGlnAsnThrV^CysThrf^ 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGCCAT^ 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLauProGln 

535 TGTGTCTCCTGTAGTJJCTGT3VAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTCTKCTACCCCAG 

170 Tl ^ffl e~\T* 1 T yfl 1 yThW^I ■pB.Wil yThrThrVa 1 T*1lT »1lPrnT.»1lV» 1 Tl ft 

595 ATTGAGAAIGTTAAGGGOOGACGiOCAfiGaiCCiOGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT 

190 Ph»Ph»f;lvfgnrycT.onTinSo,-T,„,T.»,iphoT^^ 

655 TTCTTTGGTCTTTGCLTT1 1'AICCCTCCTCTICATTU*! 1 1AATGIA.TCGCTACCAACGG 

210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerthrProGlxiLysGluGlyGlu 
715 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCC M lOnTblGG GAAATCGACACCTGAAAAAGAGGGGGBG 

. *** . 

230 L^uGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAAC 

250 PheThrProThrLeuGlyPheSerProValProSerSerThrPheThrSerSerSerThr 
8 35 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAG7TCCACCTTCAC 

• ••••* 
270 TyrThrProGlyAspCysProAsnPheAIaAlaProArgAr^luValMaProProTyr 

8 95 TATACCCCCGGTGACTCrrCCCAACTTTGCGGCTCCCC^ 

• • • • * • 
290 GlnGlyAlaAspProIleLeuAIaThrAlaLeuAlaSerA5pProIIeProAsnProLeu 
955 QVGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGCCCTCGCCTCCGACCCCA^ 
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Fiour 1 (Forts.) 



310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerl^u^ThrAspAspProMaThr 

1015 CAGAJ^TGGGAGGACAGCGCCCACAAGCCACACACCCTAGACACTGATGACCCCGCGACG 

330 lAuTyzMaValValGluAsnValProProLeuArgTzpLysGluPheV&lArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA 

350 GlyLeuSerAspHisGlulieAspArgUikjluZ^uGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 CGGCTGAGCGftCaOSaGATCGAICGGCTGgAegTGC3lGAACg 

370 MaGlnTyrSerMetXeuAiaThrTrptargArgte^ 

1195 GCGC^XTftCAGCATGCTGGCG&CCTGGAGGCGGCGC^ 

• ••••• 

390 GluLeuI^uGlyArgVall^uArgAspte^ 

1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGA^ 

410 GluAiaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCGCCCGCGOCCAGTCTTCTCAGAT 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGOCTTCCAACrcCACl 1 1 1 1 IL 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCT 

1495 CCCTCGATGTACAXAGCTTTTCTCAGCTGCCTGCGCGCCGCCGACAGTCA^ 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTO 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGG7GTCCTCACCAGCAAGGCTGCTCGGGGGC CCCTC 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGC&XAAGCAG 1 1 ' T 1 1 X 11GU 1 1 IGTTTTGTTTT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAG 

17 95 CTTC^ACAAGCACAIAGCAAGCTGAACTGTCCTA^^ 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACT 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 




TNF-Konzentration (nM) 
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Fiqur 2B 



■ Ttansf ektant KD 0.49 nM 
□ Kontrolle KO 0.46 nM 
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I Sen AspSerUa i Cy sAapSerCyaG I uRspSerThrTyrThrG I nlauTppAanTppUa I 
1 TCCCflCTCCGTCTCTGflCTCCTCTCflGGflCflGCflCflTfiCflCCCflGCTCTGGflflCTGGGTT 

2 1 PreG I uCyaLauSarCyaG I ySepRpgCyaScpSepflapG InUalGI uThrG I nfl I aCys 
61 CCCGRGTGCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCflGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

*••••• 

41 ThrflpgG I uG I nflanflpg 1 1 •CyaThpCyaApgPpoG I yTrpTyrCys A I oLeuSerLy* 
121 ACTCGGGAACAGAACCGCATCTGCflCCTGCAGGCCCGGCTGGTRCTGCGCGCTGRGCflRG 

• • • • • * • 

61 GlnGluGI yCyaRpgLeuCyaR I aProLeuPr oLyaCysflpgPreG I yPhaG I yUa I R I a 
181 CA6GRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGRRGTGCCGCCCG6GCTTCGGCGTG6CC 

• • • • t • 

8 1 flrgProG I yThrG I uThrSerflspUa I Uo I CyaLysPpoCyafl I aProG I yThrPhaStr 
241 AGRCCRGGAACTGARACflTCflGACGTGGTGTGCAAGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

• • • i • < 

101 AanThpThpSepSepThpAapl leCyaApgPpoHiaGlnl laCyaRanUalUalAlol la 
301 ARCRCGACTTCRTCCACGGRTRTTTGCRGGCCCCRCCRGRTCTGTRACGTGGTGGCCflTC 

121 PpoG I yAanfl I oSer ApgAapfl I aUo I CyaThpSepThpSepPpoThpflpgSapflatfl I a 
361 CCTGGGRRTGCRRGCRGGGRTGCRGTCTGCRCGTCCRCGTCCCCCRCCCGGRGTRTGGCC 

•••••• 

1 4 1 PpoG lyAlaUelHI aLeuPpoG I nPpoUo I S«r ThpflrgSerG i nH I aThpG I nPpeSer 
421 CCflGGGGCAGTRCflCTTRCCCCAGCCflGTGTCCRCflCGflTCCCflflCflCflCGCflGCCflflBT 

•••••• 

161 PpoGluPpoSapThpflloPpoSepThpSapPhaLauLeuPpollatGlyPpoSapPpoPpo 
481 CCRGRRCCCAGCRCTGCTCCRA6CRCCTCCTTCCTGCTCCCRRTGGGCCCCR6CCCCCCR 

161 ft I oG 1 uG I y SepThpG I yflapPheA I aleuProUo 1 G i yLeu 1 1 eUa I G I yUa I Thrfl I a 
541 GCTGRAGGGRGCflCTGGCGRCTTCGCTCTTCCRGTTGGflCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 

201 LeuG I yleuLeu 1 1 e 1 1 eG I yUa I Ua i RanCyaUa 1 1 1 «n«t ThpG I nUa I LysLyslys 
601 TTGGGTCTRCTRRTRRTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCRTCRTGRCCCRGGTGRRRRRGRRG 

•••••• 

22 1 PpoLauCy aLeuG I nflrgG I uA I aLyaUa I PpoH 1 aLeuPpoR i aRapLyaR I aRpgG I y 
661 CCCTTGTGCCTGCRGAGRGRRGCCRRGGTGCCTCRCTTGCCTGCCGRTRRGGCCCGGGGT 

241 ThrG I nG I yProG I uG I nG I nH I aLeuLeu 1 1 eThpR f aPpeSapScpSepSepSapScr 
721 ACRCRGGGCCCCGRGCRGCRGCflCCTGCTGRTCflCRGCGCCGRGCTCCRGCRGCRGCTCC 

•••••• 

261 LeuG I uSerSerfl I oSerfl I aLtuflapflrgflr gR I aProThrflrgflanG I nFroG I nfl I a 
761 CTGGflCflCCTCCCCCflGTCCCTTGCflCfiCflflGCGCGCCCflCTCGGflflCCflGCCBCflGGCfl 
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Figur 4 (Portsetzung) 



281 PpoG I yUo I G I ufl I oSapG lyRlaGiyGluRI oflrgfl I oStrThrG I ySepSepfl I aAap 
841 CCfiGGCGTGGfiGGCCflGTGGGGCCGGGCflGGCCCCGGCCRGCflCCGGGflGCTCflGCRGflT 

301 SarSerProG iyGlyHlsGI yThrG I nUo I RsnUa 1 ThrCys I leUal ftsnUa I CyaSer 
901 TCTTCCCCTOGTGGCCflTGGGflCCCflGGTCBflTGTCflCCTGCIlTCCTGflftCGTCTGTflGC 

• 

321 SarSapflspH i sSarSerG I nCysSarSarG 1 nfl I aSarSepThpfletG I yflapThpfiap 
961 flGCTCTGflCCfiCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCBGCTCCflCflflTGGGflGRCflCflGflT 

341 SerSerPr oSerG I uSerPr oLysflspG I uG i nUa i Pr oPheSarLysG I uG I uCyafl I a 
1021 TCCfiGCCCCTCGGflGTCCCCGfifiGGRCGflGCfiGGTCCCCTTCTCCflflGGftGGHflTGTGCC 

• • • • * ' 

361 PheflpgSepG I nLauG I uThpPpoG I uThrLeuLeuG 1 ySapThpG I uG I uLyaPpoLau 
1081 TTTCGGTCflCRGCTGGRGflCGCCRGflGRCCCTGCTGGGGflGCflCCGRflGflGflflGCCCCTG 

381 ProLeuG I yUa 1 PpeRspfl I oG i yttetLyaPpoSap 

1 M 1 CCCCTTGGRGTGCCTGRTGCTGGGRTGRRGCCCRGTTRRCCRGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1 20 1 CGTRGCCflflGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGRTGRCCCTGCGflRGGGGCCCTGGTCCTTCCII 

1 26 1 GGCCCCCRCCflCTflGGRCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCRflGTTCCTCTRGTGCCCTCCflC 

1321 RGCCGCflGCCTCCCTCTGflCCTGCflGGCCflRGflGCRGflGGCRGCGRGTTGTGGRflflGCCT 

1381 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCflTGGflCGTTCGGGGCflTGCT 

1441 GGGGCflflGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCflGCTGCRCCTGCCflGCCTGGCTT 

1501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTT76TTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCRGRRRRCCCCRGCRTCCTTTTCTGCRGflGGGGCTTTCTGG 

1621 RGRGGflGGGRTGCTGCCTGflGTCRCCCflTGRflGflCRGGRCRGTGCTTCflGCCTGflGGCTG 

1681 RGflCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCflGGGflGGflGGTGGCflGCCCTGTRGGGRflCG 

1 74 1 GGGTCCTTCRRGTTRGCTCflGGRGGCTTGGflflflGCRTCRCCTCRGGCCflGGTGCflGTGGC 

1801 TCflCGCCTRTGRTCCCflGCRCTTTGGGflGGCTGRGGCGGGTGGRTCRCCTGRGGTTRGGfl 

1861 GTTCGRGflCCflGCCTGGCCRRCRTGGTRRflflCCCCflTCTCTflCTRRflRRTRCRGflRRTTR 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCRCCTRTRGTCCCRGCTRCTCflGRRGCCTGRGGCTGGGflRflT 

1 98 1 CGTTTGRRCCCGGGRRGCGGRGGTTGCHGGGRGCCGflGflTCflCGCCflCTGCRCTCCflGCC 

2041 TGGGCGflCRGRGCGflGRGTCTGTCTCRRflRGflflRflflflRflflRRGCRCCGCCTCCflRRTGCT 

2101 HRCTTGTCCTTTTGTflCCflTGGTGTGRflflGTCflGRTGCCCflGRGGGCCCRGGCRGGCCRC 

2161 CflTRTTCflGTGCTGTGGCCTGGGCRflGflTRRCGCflCTTCTRflCTflGflflRTCTGCCflflTTT 
2221 TTTRflRflRRGTRRGTRCCflCTCflGGCCflflCflflGCCRflCGRCflflflGCCflflflCTCTGCCRGC 
2281 CflCRTCCRRCCCCCCRCCTGCCRTTTGCflCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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